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HBs 抗原 染色 の 改良 法 と 染色 機構 


T REE% WF 和裕 A, RAX H 


長崎 大 学 熱帯 医学 研究 所 病理 学部 門 


Modified Staining Method for Hepatitis B Surface Antigen (HBs Ag) and Its Mechanism 
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Institute for Tropical Medicine, Nagasaki University.) 


Abstract: HBs Ag in the hepatocytes have been stained by orcein methods. However, not 
only HBs Ag but also degenerative and necrotic cytoplasm of hepatocytes are occasionally 
stained by the method, that makes it difficult to identify HBs Ag. Moreover, orcein dyes 
have different staining properties from lots to lots, that causes difficulty in obtaining a 
stable result. Therefore, we tried to modify the orcein method and found that the proce- 
dure using a sensitizer (ferric ammonium sulfate or uranium nitrate) after oxidizing 
solution gave stable and satisfactory results. By this method, in the hepatocytes, only HBs 
Ag are stained positively. The mechanism of function of the sensitizer is not clear, but 
we considered that Fe or U ions occupy small gaps in the protain molecular structure in 
the cells before orcein molecules occupy these gaps and that the method does not give a 
false positive result. It is also suggested that various HBs—staining—dyes can react with 
We 


developed a new staining method for HBs Ag, using Resorcin—fuchsin. The results of 


SO。H groups which are formed by the oxidization of SS groups of proteins. have 


our method were also discussed. 
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は じ め に 


パラ フォ ン 人 切 刻 に お ける HBs 抗原 の 染色 は 現在 
オル セイ ン 法 (志方 ら , 1973; Shikata, et al, 
1974; 志方 ら , 1975), アル デ ヒ ド ・ フ タクシン 潜 

志方 ら , 1973; Shikata, et al, 1974: 志方 ら , 
1975), アル デ ヒ ド ・ チ オニ ン 法 (志方 ら , 1973; 
Shikata, et al, 1974; 志方 ら , 1975), ビタ ク トリア 
青 法 (田中 ら , 1979), 等 が 報告 され て いる . 

中 で も オル セイ ン 色 素 に よる 志方 ・ 赤 塚 ・ 鵜 沢 法 
は 色素 に よる HBs 抗原 染色 法 の 最初 で あり 広く 行 


われ て きた . 実際 に は オル セイ ン 色 素 は メー カー や 
ロッ ト 番 号 で 染色 性 に か な り の 差 が 有 り 常 時 安定 し 
た 結果 を 得る こと が むず か し い . し か し 酸化 処理 の 
後に 増 感 液 に 入れ る こと に より ュ ン トラ スト の 良い 
標本 を 常に 得る こと が で きる よう に な っ た の で 報告 
する CFH ら , 1979) レゾ ル シ ン ・ フ タン ン 法 
( 千 馬 ら , 1979) も 同様 の 前 処置 を 行う と オル セイ 
ン 染色 同様 に 実に 微量 の HSs 抗原 も 検出 可能 で あ 
Bi レゾ ル シ ン ・ フ クン シン 法 の み は 染 色 液 を 製作 し 
て た だ ち に 使用 で きる 唯一 の 染色 法 で あり 約 1 年 間 
使用 で きる . また 増 感 液 の 意義 や 染色 機構 に 若干 の 
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考察 を 加 々 えた の で 報告 する . 


方 法 と 結果 
1. オル セイ ン に よる 染色 法 
G) 脱 ペラ フィ ン , 水洗 
② 酸 化 液 5 分 
酸化 液 : 過 マ ン ガ ン 酸 カリ ・ 硫 酸 混 合 液 各 0.3 多 
③ 水 洗 
MRL Chit) 1 分 
還元 液 : 2 AERE 
⑮ 水 洗 
(6⑥) 増 感 液 1 分 
増 感 液 : 2 硫酸 第 二 鉄 アン モニ ウム 液 (また は 
1 硝酸 ウラ ニル 20 秒 ) 
mMk 洗 
(⑧) オ ル セ イ ン 液 5 ~204> 
オル セイ ン 液 : 80 ア ルコ ュー ル 液 100ml に オル セ 
イン (メル ク 社 ) 1g を 溶かし 渡 塩 酸 1.2ml を 加 
えた も の . 2 へ ~3 日 後に 使用 で きる . 
⑨ 純 アル ュー ル で 分 列 
0 1 多 塩 酸 ア ルコ ュー ル で 分 別 5 分 
⑪ 水 洗 
(03 へ マト キシ リン で 核 染色 (カラ ッ チ の 場合 3 分 , 
塩酸 アル ュー ル で 分 別 ) 
3 水 BE 
(dita, 透 徹 , 封入 
mo R 
HBs 抗原 : 茶色 
弾力 線維 : 茶色 
変性 お よび 壊死 た 陥っ た 細胞 質 : 染 ま ら な い . 
2. レゾ ビル シ ン ・ フ タン ン に よる 染色 法 
Q) 脱 ペラ フィ ン , 水洗 
② 酸 化 液 5 分 
酸化 液 : 過 マ ン ガ ン 酸 カリ ・ 硫 酸 混 合 液 各 0.3 
⑬③ 水 UE 
(⑭ 還 元 液 (脱色 ) 1 分 
RL: 2 ARI 
6k 洗 
(⑥ 増 感 液 20 秒 
増 感 液 : 1 多 硝 酸 ウ ラニ ル 液 
(a UE 
(8 レゾ ルン シン ・ フ クン シン 液 1 て 3 時 間 
レゾ ルン シン ・ フ クン シン 液 : 磁 製 KM (直径 25 


cm) に 塩基 性 フク シン (メル ク 社 ) 28, レゾ 
ル シ ン 5g, RAK 200m] を 入れ よく か きま ぜ な 
Bb, 液 が 半量 に な る まで 30 分 くら いか か っ て 痢 
る . これ に 29 多 塩化 第 二 鉄 水落 液 25ml を まき 散 
ら す よう に し て 加え , 一 層 強 く か きま ぜ な が ら さ 
ら に 5 分 くら い 煮 る . これ を 冷却 後 濾過 し , RE 
を 10 数 回 水 で 洗っ た 後 , 濾紙 と 共に 純 ア ル ュ ー ル 
200ml の 中 に 入れ , 砂 浴 ま た は 水浴 で 温め て 溶 か 
し , さら に 2 て 5 分 着 沸 する . 蒸発 し た 量 を 純 ア 
ル ュ ー ル で 補っ て 200ml と する . これ に 塩酸 4 
ml を 加え る . 

⑨ 純 アル ュー ル で 分 列 

(01 多 塩 酸 ア ル ュ ー ル で 分 別 5 分 

Q⑪ 水 洗 

Q⑳ ケ ルン エ ヒ ト ロー ト 液 5 分 

ケル ン エ ヒト ロー ト 液 : 5 多 硫 酸 ア ルミ ニウム 液 
100ml を 温め , ケル ン エ ヒト ロー ト 0.1g を これ 
に 溶解 させ , 冷却 後に 濾過 する ・ 


G3 水洗 

⑭ 1 多 塩 松 ア ル ュ ー ル で 分 別 

3 水洗 

@ 飽 和 ビ クリ ン 酸 30 秒 

ADAGE 

⑱ 脱 水 , 透 徹 , 封入 
結果 


HBs 抗原 : 湿 青 色 一 黒色 
弾力 線維 : RAW RE 
変性 お よび 壊死 に 陥っ た 細胞 質 : 染 ま ら な い . 


考 察 

従来 の オル セイ ン 法 で は 肝 細 胞 の 細胞 質 が 共 染 し 
T, 退行 変性 ゃ 壊死 た 陥っ た 細胞 が 染め 出さ れ HBs 
抗原 の 判定 が 困難 な 場合 が あっ た . また 細胞 質 が 共 
染 し た 場合 , 非常 に うす く 染 まる HBs 抗原 の 検出 
が 困難 で Bot. し か し 増 感 液 を 加え る こと に よ 
り , この 様 な 欠点 が な く な り 常 に コン トラ スト の 良 
い 標 本 が 得 ら れる 様 に な っ た . 

オル セイ ン 染 色 法 に お ける 増 感 液 の 意義 は 共 染 を 
防ぐ こと に ある . 従来 の 方 法 で は 蛋白 分 子 構造 の 立 
体 的 な 間隙 の 中 に オル セイ ン 色 素 が 入る た め に 肝 細 
胞 が 共 染 し て いた と 思わ れる . 

オル セイ ン 和 染色 液 に 入れ る 前 に 硫酸 第 二 鉄 ア ン モ 
ニウム また は 硝酸 ウラ ニル に 入れ る と , 蛋白 の 立体 


的 な 間隙 の 中 に 鉄 原子 や ウラ ン 原 子 が 入る た め に オ 
ル セ イ ン 色 素 が 入る 間隙 が な く な る . し た が っ て 細 
胞 質 は オル セイ ン 色 素 に よっ て 共 染 し な いと 考え ら 
れる (Fig. 1). 
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入っ て いる か どう か , 調べ る た め 3 (HORAK E b 
な い , すなわち も 鉄 沈着 が 無い 肝臓 の パラ フィ ン 切 丘 
を 用 いて , オル セイ ン 和 染色 法 ①) て 8) の 操作 の 後に 3 
価 の 鉄 の 証明 法 で ある プレ シア ン 青 染色 法 (Luna, 


な お 細胞 組織 の 蛋白 


Sikata's method 


の 立体 的 な 間隙 に Fe 原子 が 1960) を 行なっ た . この 結果 , 細胞 質 は 均一 に 青 

に 染まり , 鉄 が 細胞 質 に 吸着 し た こと を 証明 し た . 
し か し な が ら オ ル セ イ ン 和 染色 液 に 20 分 以上 入れ る 

と 細胞 質 も わずか な が ら 染 まり 始め る . この こと は 

大 分 子 の 物質 は 細胞 組織 へ の 吸着 性 が 強い の で 小 分 

子 の 物質 を 追い 出し て し まう た め と 考え られ る . 

| また , 硫酸 第 二 鉄 アン モニ ウム ゥ 液 に は 1 分 位 が よ 


い , この 理由 は 3 価 の 鉄 は ヒド ロキ シル 基 を 基質 に 


移す こと に よっ て 酸化 剤 と し て 働く た め に , パラ フ 
ィ ン 切 片 が 酸化 さき ん れ ア ル デ ヒ ドド 基 を 生じ , PAS $B 
性 物質 が オル セイ ン 色 素 に よっ て 染まる こと に な 
Ze 
Fe (H,0)3++Ht+ROH (Basolo, 1971) 
な お , TIRED BHC LEN ARR PDS Ct Alia BZ HBs 
抗原 染色 液 に よっ て 少し 染まる こと が ある . この 理 


由 は 生 検 材料 に は 多く の グリ ュー ゲン が あり , 酸化 


Fig. 1. 


Orcan dye 


Fe or U ion 


Signifi 


HBs Ag staining method. 


に より CHO 基 を 生じ る た め に HBs 抗原 染色 液 と 
反応 する と 考え られ る . 

レゾ ルン シン ・ フ クン ン 染 色 法 の 増 感 液 は ナオ ル セ イ 
ン 染 色 法 に 使用 し た 硫酸 第 二 鉄 ア ン モニ ウム を 使用 
する と 細胞 質 が 少し 黒 っ ぼ く 染 まる . 硝酸 ウラ ニル 
を 使用 する と 細胞 質 は 染 ま ら ず ュ ント ラス ト の よい 


cance of sensitizer solution in 


Table 1. Reaction of HBs Ag staining dyes with functional groups 


Reagent name Functional group Or Rf Af At Vb 
Ethylmercaptan SH group + + oF + + 
Oxide ethyl mercaptan SS group + + + 
Benzensulfonic acid SO。H group + + + + + 
Formaldehyde CHO group + + = = + 
Acetone CO group + aa T S = 
Acetic acid COOH group = == = = z 
Aniline NH group = 
Distilled water — — — = = 

+ : positive — : negative 

Or : Orcein solution 

Rf: Resorsin fuchsin solution 

Af: Aldehyde fuchsin solution 

At : Aldehyde thionin solution 

Vb: Victoria blue solution 
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標本 が 得 ら れる . この 理由 は レゾ ル シ ン ・ フ タン ン 
液 に 1 一 3 時 間 入 れる た め に レゾ ル シ ン ・ フ タクシン 
の 大 分 子 の 物質 は 鉄 原子 の 小 分 子 の 物質 を 追い だ し 
て し まう た めで ある . ゆえ に 鉄 原子 (原子 量 55.8) 
を も ゃ もつ 硫酸 第 二 鉄 アン モニ ウム より ウラ ン 原 子 OF 
TÆ 238) を もつ 硝 酸 ウ ラニ ル を 使用 し た 方 が 長 時 
間 の 染色 に 適する と 考え られ る ・ 

レゾ ル シ ン ・ フ クン シン 染色 法 に お ける 増 感 液 の 意 
義 は オル セイ ン 和 染色 法 に お ける 増 感 液 の 意義 と 同様 
と 考え られ る . 
硝酸 ウラ ニル 液 に 1 分 以上 入れ る と HBs 抗原 の 
染まり が 悪く な る の で 20^30 秒 ぐら い が よ い . 

オル セイ ン 色 素 は メー カー や ロッ ト 番 号 で 染色 性 
に か な り の 差 が 有り 常時 安定 し た 結果 を 得る こと が 
難し い . この 理由 は オル セイ ン 色 素 が a— Amino- 
難し い . この 理由 は オル セイ ン 色 素 が g 一 Amino- 
orcein, p 一 Aminoorcein, 7 一 Aminoorcein。 gw 一 
Hydroxyorcein, 8—Hydroxyorcein, y— Hydroxy- 
orcein, 8—Aminoorceimin, 7—Aminoorceimin, 
等 の 混合 に こと ょ うり 構成 され て いる CWindholz, 1976) 
た め と 考え られ る . 特に 細胞 質 が 共 染 する の は , こ 
の な か で 分 子 量 の 小さ い ¢ーAminoorcein, と 8 一 
Hydroxyorcein を 多く 含む メー カー や ロッ ト 番 号 の 
も の と 考え られる. 

オル セイ ン 人 色素 は 購入 後 す ぐ 使用 する と 染色 性 が 
悪い 場合 が ある . し か し 約 1 年 間 経る と よく 染まる 
よう に な る . 

オル ネ セイ Y/Y Feta yeic Ad SURE O BL GEAIL Iml 
で あっ た が 1.2m1 に し た 方 が 染色 性 が よい . ERM 
まり 過ぎ る 場合 は 更に 0.2ml 塩酸 を 加え る と よい . 
レゾ ルン シン ・ フ クン シン 液 に 使用 する 塩基 作 フ クシ 
ン は ダイ ヤ モ ン ド フ タン シン (メル タク 社 : 現在 製造 中 
ID, フク シン (メル ク 社 ) な ど が よい 結果 を 得 
JS: 

レゾ ル シ ン ・ フ タクシン 染色 の 後に 核 を ケル ン エ ヒ と 
e= bh CHMS. と の まま で も HBs 抗原 は 見 え 
る が 細胞 質 を 飽和 ピク リン 酸 で 茜色 に 対比 染色 を 行 
2 と 見 や すい . 対比 染色 を 行う た め に は 細胞 質 に ヶ 
ルン エ ヒ ト ロー ト が や や 薄く 共 染 す る た め に 1 Ys 
酸 ア ル ュ ー ル で 細胞 質 を 分 別 の 後に 対比 染色 を 行 5 
と 美しい 標本 が 得 ら れる . 

HBs 抗原 染色 液 は 幾つ か の 官能 基 と 結合 で きる 
の で は な いか と 考え た の で , 官能 基 を ゃ もつ 薬品 を 試 


RECM FoS RECANE EAL, VREER, T 
ル デ ヒ ド ・ フ クン シン 染色 液 , アル デ ヒ ド ・ チ オニ ン 
染色 液 ,。 ビク トリ ア 青 染色 液 。 レゾ ルン シン ・ フ クシ 
ン 染 色 液 を 各 0.2ml Pome CHET, スラ イド グ 
ラス に これ ら の 染色 液 を 1 滴 の せ て カバ ー グ ラス を 
か け 顕 微 鏡 で 観察 を 行っ た . 対照 は 薬品 の 代わ り に 
蒸留 水 を 用 いて 同様 に 行っ た . 官能 基 と HBs 抗原 
染色 液 が 反応 し て いる か どう か は 凝集 を 起こ す も の 


Oxidize 
a OH 
| 
0=S=0 0=S=O 


Addition of dye 


Fig. 2. Mechanism of HBs Ag staining method. 


を 陽性 と 判定 し た . 結果 は Table 1. の ご と く で あ 
る . 

Table 1. より , これ ら HBs 抗原 染色 可能 色素 
は SH 基 , SS 基 , SOH 基 に 反応 を 起こ すこ と が 分 
る . ちな み に HBs 抗原 に お ける SS 基 を 有する シ 
ステ ィ ン は ほ は ポリ オウ ォ ル ス , ヘル ベス ウォ ルス に た 比 
べ て 多い (Dressman, et al, 1972). Table 1. の 
結果 に より 色素 に よる HBs 抗原 染色 で は ンス ティ 
ン 酸 を 酸化 する こと に よっ て スル ホン 酸 と な し , こ 
の スル ホン 酸 が 色素 と 反応 を 起こ す と 考え られ る 
(Fig. 2). 

SH 基 お ょ よび SS 基 に HBs 抗原 染色 可能 色素 が 反 
応 を 起こ す な ら ば , パラ フン 切片 を 酸化 する 必要 
は な いと 考え られる. し か し な が か がら 酸 化 な し で HBs 
抗原 は 染色 され な い . この 理由 は HBs 抗原 染色 液 


を 60 °C に 温め て 染色 を 行う と HBs 抗原 は 酸化 な 
し に 染色 さき れる こと か ら 組 織 中 の SH 基 や SS Hit 
反応 を 起こ す の に 高い 温度 が 必要 と 思わ れる . し か 
し SH 基 や SS 基 を 酸化 し て スル ホン 基 に 変え る こ 
と に より 室温 で 容易 に 染色 され る よう に な る . 


Photo. 1. Well recognized inclusion type of 
HBs Ag in liver clls. 
(Modified orcein method X 100) 
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胆汁 色素 が オル セイ ン 染 色 液 , レゾ ルン シン ・ フ タ 
シン 染色 液 ,。 アル デ ヒ ド ・ フ クン シン 染色 液 , アル デ 
ヒド ・ フ タン シン 染色 液 , アルデヒド ・ チ オニ ン 和 染色 
液 で 染色 され る . し か し ビク トリ ア 青 染色 液 の みな で 
は 染色 され な い . この 理由 は 胆汁 色素 の な か に は 
CO 基 が 存在 する た ぬ に , CO 基 と 反応 を 起こ す 是 Bs 
抗原 染色 液 は 胆汁 を 染め る . し か し ビク トリ ア 青 染 
色 液 の み は CO 基 と 反応 を 起こ さき な いた め に 胆汁 を 
染め な いと 考え ん られる. 

オル セイ ン 染 色 は トリ プ ト フ ァ ン を 染め る と い 25 
説 (志方 ら , 1975) が ある た め に に トリプトファン の 
イン ドー ル 基 な ど を 証明 する テト ラブ ニウム 反応 
(山田 , 1975) を HBs 抗原 陽性 の パラ フィ ン 切 片 
を 用 いて 行い , 同じ 切片 の オル セイ ン 染 色 と 比 較 を 
行っ た . この 結果 テト ラ ゾ ニ ウム 反応 陽性 部 分 と 
HBs 抗原 陽性 部 分 と の 一 致 は 見 られ な か っ た 


ま と © 


従来 の オル セイ ン 法 で は 肝 細 胞 の 細胞 質 が 共 染 し 
C, 退行 変性 や 壊死 に 陥っ た 細胞 が 染め 出さ れ HBs 


Photo. 2. Highter magnification of Photo. 1. 
(Modified orcein method X400) 
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Photo. 3. HBs Ag in peripheral areas of the Photo. 4. Highter magnification of Photo. 3 


hepatocytes. (Modified orcein method X200) 
(Modified orcein method X100 


Photo. 5. Inclusion type of HBs Ag localized in Photo. 6. Highter manification of Photo. 5. 


hepatocelluar carcinoma. (Modified orcein method X200) 
(Modified orcein method X 100) 


抗原 の 判定 が 困難 な 場合 が あっ た . また 細胞 質 が 共 
染 し た 場合 , 非常 に うす く 染 まる ABs 抗原 の 検出 
が 困難 で あっ た . し か し 増 感 液 を 加え る こと に よ 
D, この 様 な 欠点 が な く な り 常 に コン トラ スト の 良 
い 標 本 が 得 ら れる 様 に な っ た . 

オル セイ ン 染 色 法 に お ける 増 感 液 の 意義 は 共 業 を 
防ぐ こと に ある . 従来 の 方 法 で は 看 白 の 立体 的 な 間 
際 の 中 に オル セイ ン 色 素 が 入る た め に 肝 細 胞 が 共 染 
し て いた の で オル セイ ン 和 染色 液 に 入れ る 前 に 硫酸 第 
二 鉄 アン モニ ウム また は 硝酸 ウラ ニル に 入れ る と , 
蛋白 の 立体 的 な 間隙 の 中 に Fe 原子 や 原子 が 入る 
た め に オル セイ ン 色 素 が 入る 間隙 が な い . し た が っ 
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て 細胞 質 は オル セイ VERE o TH LOLE 
えら れる .・ 

レゾ ビル シ ン ・ フ タン シン ン 染色 液 で も HBs 抗原 を コ 
ント ラス ト よく 染め 出す こと が で きる よう に な っ 
た . この 方 法 は , パラ フィ ン 切 片 を 酸化 し , HRI 
に 入れ , 細胞 質 を ビク リン 酸 で 中 色 に 集め る こと に 
よっ て オル セイ ン 和 染色 法 と ほぼ 同様 の 結果 が 得 ら れ 
る よう に な っ た . この 増 感 液 の 意義 は オル セイ ン 染 
色 法 と 同様 と 考え て いる . 

全て の 色素 に よる HBs 抗原 染色 法 で は SH 基 , 
SS 基 を 酸化 し て スル ホン 基 と な し , 
基 と 色素 と を 反応 させ て いる と 考え られ る . 
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